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The present invention refers to inhibitors of the transcription factors IRF-1 , their use as therapeutic agents 
as well as their use for prevention and therapy of cardiovascular complications like re-stenosis after 
percutaneous angioplasty or stenosis of venous bypasses, chronic (transplant arteriosclerosis or 
vasculopathy) or acute transplant rejection, graft versus host disease (GVHD), immunological 
hypersensitivity reactions (allergies), particularly bronchial asthma and atopic dermatitis, chronic recurrent 
inflammatory diseases, particularly ulcerative colitis and Crohn's disease, psoriasis and sarcoidosis, as 
well as autoimmune diseases, particularly diabetes mellitus, multiple sclerosis, collagenoses (e. g. 
systemic lupus erythematodes), rheumatoid arthritis and vasculotids. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(Si) Modulation der Transkription pro-inflammatorischer Genprodukte 

(§) Die vorliegende Erfindung betrifft Inhibitoren des Tran- 
skriptionsfaktors IRF-1, deren Verwendung als therapeuti- 
sches Mittel sowie deren Verwendung zur Prevention 
oderTherapie von chronischen (Transplantat-Arterioskle- 
rose oder Vaskulopathie) oder akuten Transplantatabsto- 
ftungen, chronisch redizivierenden Entzundungserkran- 
kungen, insbesondere Asthma bronchiale, atopische Der- 
matitis, Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, Psoriasis und 
Sarkoidose, sowie Autoimmunerkrankungen, insbeson- 
dere Diabetes mellitus, multiple Sklerose, Kollagenosen 
(z. B. systemischer Lupus erythematodes), rheumatoide 
Arthritis und Vaskulitiden. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Inhibitoren des Transkriptionsfaktors ERF-1, deren Verwendung als thera- 
peutisches Mittel sowie deren Verwendung zur Pravention oder Therapie von chronischen (Transplantat- Arteriosklerose 
5 oder Vaskulopathie) oder akuten TransplantatabstoBungen, chronisch redizivierenden Entziindungserkrankungen, insbe- 
sondere Asthma bronchiale, atopische Dermatitis, Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, Psoriasis und Sarkoidose, sowie Au- 
toimmunerkrankungen, insbesondere Diabetes mellitus, multiple Sklerose, Kollagenosen (z. B. systemischer Lupus ery- 
thematodes), rheumatoide Arthritis und Vaskulitiden. 

[0002] Das GefaGendothel nimmt. eine Schliisselstellung bei Hntzundungserkrankungen ein, da es den primaren Inter- 

10 aktionsort zirkulierender entzundungskompetenter Zellen mit dem Gewebe darstellt. vSo sind vielfaltige Wechselwirkun- 
gen von Endothelzellen mitMonozyten und polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten bei akuten oder chronischen 
Entziindungen beschrieben. Tn letzter Zeit wird auch die Interaktion von Endothelzellen mit proinflammatorischen T- 
Helferzellen (TH1) bei Autoimmunerkrankungen (z. B. Vaskulitiden), bei der Transplantat- Vaskulopathie und Arterio- 
sklerose ebenso wie bei chronisch rezidivierenden Entziindungserkrankungen (z. B. Morbus Crohn) verstarkt diskutiert. 

15 Dabei kommunizieren Lymphozyten und Endothelzellen iiber das CD40/CD154-Rezeptor/Ligand-System (auch als 
TNF-Rezeptor/Ligand-5-System bezeichnet) mit konsekutiver Steigerung der Cheinokin- und Adhasionsmolekulexpres- 
sion im EndotheL Daruber hinaus setzen die Endothelzellen, im Gegensatz zu anderen antigenprasentierenden Zellen wie 
z. B. Monozyten, offenbar nur nach Aktivierung des CD40-Signalweges biologisch aktives Interleukin-12 in einer 
Menge frei, die der maximal stimulierter Monozyten gleichkommt (diese gelten gemeinhin als Hauptquelle fur Interleu- 

20 kin- 12). Interleukin-12 ist der wichtigste Stimulus bzw. Differenzierungsfaktor fur naive T-Helferzellen, die mit einer 
verstarkten Bildung von Interferon-Y bzw. Expression von CD154 auf ihrer Oberflache reagieren (diese T-Helferzellen 
gelten dann als TO 1 -Zellen). Interferon-y seinerseits verstarkt die Expression von CD40 in den Endothelzellen, so dass 
es zu einem Teufelskreis kommt, bei dem sich Endothelzellen, T-Helferzellen und rekrutierte Monozyten gegenseitig sti- 
rnulieren und die Entziindungsreaktion in Gang haltem 

25 [0003] Die Entziindungsreaktion auslosenden ko-stimulatorischen Eigenschaften von CD40/CD154 wurden u. a. bei 
der akuten bzw. chronischen TransplantatabstoGung (Vaskulopathie) sowie beim Morbus Crohn tierexperimentell nach- 
gewiesen. Dabei spielt jedoch nicht nur die Endothel-Leukozyten-Wechselwirkung iiber CD40/CD154, sondern auch 
z. B. die CD40/CD154-vermitlelle Interaktion von Monozyten/Makrophagen oder dendritischen Zellen mil THl-Zcllen 
bzw. naiven T-Helferzellen eine Roile. Ferner konnen z. B. glatte GefaBmuskelzellen aber auch Keratinozyten der Haut 

30 oder synoviale Fibroblasten in Gelenken CD40 exprimieren. Die Aktivierung des CD40-Signalweges in diesen Zellen ist 
ebenfalls von Bedeutung nichl nur fur die Enlzundungsreaklion, sondern fuhrl auch zu Umslrukturierungsprozessen im 
Gewebe wie z. B. dem Remodelling der GefaBwand bei der Transplantat- Vaskulopathie, den Hautveranderungen bei der 
Psoriasis oder den Erosionen des Gelenkknorpels bei der rheumatoiden Arthritis. Neben den CD154-induzierten, Inter- 
leukin-12- abhangigen und THl-vermittelten chronischen Entziindungserkrankungen bzw. Autoimmunreaktionen, zu de- 

35 nen auch Diabetes mellitus, multiple Sklerose, Sarkoidose und Vaskulitiden zahlen, sind die ko-stimulatorischen Eigen- 
schaften von CD40/CD154 wichtig fiir die Differenzierung von B-Lymphozyten in Antikorper-produzierende Plasma- 
zellen, die durch den Kontakt mit TII2-Zellen ausgelost wird. Dabei exprimieren die B-Lymphozyten CD40, die TH2- 
Zellen CD 154. Ohne diese Ko-Stimulation produzieren die Plasmazcllen primar Antikorper vom Typ IgM und kaum An- 
tikorper vom Typ IgE oder IgG. Eine ubersteigerte TO2-Antwort, d. h. die ubermaBige Produktion von Antikorpern des 

40 Typs IgE und IgG spielt eine wichtige Rolle bei primar allergisch bedingten, chronisch rezidivierenden Entziindungser- 
krankungen wie Asthma bronchiale, atopische Dermatitis und Colitis ulcerosa, aber auch bei Kollagenosen wie systemi- 
scher Lupus erythematodes (SLE), wobei beim SLE die Bildung autoreaktiver Autoantikorper im Vordergrund steht und 
dieser insofem als generalisierte Autoimmunerkrankung betrachtet wird. Generell ist die Unterscheidung zwischen Au- 
toimmunerkrankungen und chronisch rezidivierenden Entziindungserkrankungen problematisch, da ein gemeinsamer 

45 pradisponierender Faktor offenbar das Ungleichgewicht zwischen einer TH1- und einer l T H2-vermittelten zellularen 
bzw. humoralen Immunantwort ist. 

[0004] Den derzeit einzig sinn vollen Therapieansatz fur die Behandlung der mit dem CD40/CD 1 54 Signal weg assozi- 
ierten Erkrankungen stellt neben blockierenden Antikorpern gegen CD 154 die Inhibierung der CD40-Expression in den 
CD154-Zielzellen dar. Ein Nachteil der Anti-CD 1 54- Antikorperbehandlung besteht unter anderern in der Gefahr von 

50 Uberempfindlichkeitsreaktionen (gegen den Antikorper), vor allem bei wiederholter Applikation sowie die zumindest 
fiir gewebestandige Epitope (z. B. infiltrierle T-Lymphozyten) schlechte Zuganglichkeil, da die Antikorper in der Regel 
iiber die Blutbahn appliziert werden mussen. Allerdings gibt es, wie fiir viele andere Zytokinrezeptoren auch, keine nie- 
dermolekularen Rezeptorantagonisten fur CD40. Ferner aktivieren aufgrund der 'lnmerisierung des Rezeptormolekuls 
nach Ligandenbindung CD40-Antik6rper eher die CD154-Zielzellen. Andere sich von einer allgemeinen Dampfung der 

55 Entziindungsreaktion abgrenzenden Stralegien sind die Stimulation der THl-Zellantwort bei Uberwiegen einer TH2- 
Zellreaktion (z. B. durch die Gabe von einem THl-Zytokin wie Interferon-y) oder umgekehrt durch die Stimulation der 
TH2-Zellantwort bei Uberwiegen einer THl-Zellreaktion (z. B. durch Gabe von einem TH2-Zytokin wie Interleukin- 
10). Da sich die Reaktionen der T-Helferzellen Zytokin-vermittelt antagonisieren (d. h., ein Uberwiegen der THl-Zel- 
lantworl fuhrl zur Dampfung der TH2-Zellanlwort und umgekehrt), bergen diese Su-ategien aber die Gefahr in sich, den 

60 jeweils anderen Arm der T-Helferzellantwort zu enthemmen, mit der Moglichkeit, eine dementsprechende andersartige 
Entziindungsreaktion auszubilden. 

[0005] Der vorliegenden Erfindung liegtdaherdie Aufgabe zugrunde Mittel fiir eine Pravention und/oder Therapie von 
CD40/CD154-assoziiertcn Erkrankungen zur Verfugung zu stellcn. 

[0006] Die Aufgabe wird durch den in den Patentanspruchen definierten Gegenstand gelost. 
65 [0007] Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren naher erlautert: 

[0008] Fig. 1 zeigt in einer Grafik das Ergebnis der CD40 mRNA-Expression in nicht-stimulierten, TNFa 
(1000 U/ml), IFNy(1000 U/ml) und TNFa (100 U/ml) plus EFNy(1000 U/ml)-stimulierten kultivierten humanen Endot- 
helzellen nach 9 Stunden (bezogen in % auf die basale CD40-Expression in nicht-stimulierten Endothelzellen) (n = 5-9, 
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*P < 0,05 versus basal, t P < 0.05 versus TNFa und IFNy). 
[0009] Fig. 2 zeigt schematised das Ergebnis der Zeit-abhangigen Zunahme dcr nuklearen Verschicbung von NFkB 
(p65/p50 Heterodimer), des p91/p91 Homodimers von Stat-1 und von IRF-1 in humanen Endothelzellen, die 0,5 Stunden 
(NFkB und Stat-1) und 3 Stunden (IRF-1) mit TNFa (1000 U/ml), IFNy (1000 U/ml)) und TNFa (100 U/ml) plus IFNy 
(1000 U/ml) inkubiert wurden. Eine Vorinkubation (1 Stunde) mit Cycloheximid (Cx, 1 uM) zeigt, dass TRF-1 de novo 5 
exprimiert wird. Reprasentativer EMS A, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten erhalten. 
[0010] Fig. 3 zeigt schematisch die Ergebnisse der Auswirkungen von spezifischen Decoy-ODN gegen Stat-1, NFkB 
und IRF-1 (10 |iM, 4 h Vorinkubation) auf (a) den Reichtum an CD40 mRNA (n = 3-5, statistische Zusammenfassung, 
bezogen in % auf den Maximalwert, *P < 0,05 versus TOTa/lFNy), (b) den Reichtum an CD40 und E-Select.in mRNA 
(representative RT-PCR, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten erhalten), (c) den Reichtum an 10 
CD40 Protein (reprasentativer Western Blot, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten erhalten) in hu- 
manen Endothelzellen, die fur 9 Stunden (RT-PCR) bzw. 24 Stunden (Western Blot) mit TNFa (100 U/ml)/IFNy 
(1000 U/ml) inkubiert wurden. Bei (b, c) sind die relativen Intensitaten (%), bestimmt durch densitometrische Auswer- 
tung (One-Dscan-Gel Analysis Software, Scanalytics, Billerica, MA, USA), bezogen auf die Maximalwerte bei Zytokin- 
Stimulation angegeben. 15 
[0011] Fig. 4 zeigt schematisch die Ergebnisse der Auswirkungen von spezifischen Decoy-ODN gegen Stat-1, NFkB 
und IRF-1 (10 uM, 4 h Vorinkubation) auf den Reichtum an CD40 Protein (a) bestimmt mit Hilfe von Fluorescence Ac- 
tivated Cell Sorting (FACS) in humanen Endothelzellen, die fur 24 Stunden mit TNFa (100 U/ml)/IFNy (1000 U/ml) in- 
kubiert wurden und den Nachweis des fur Endothelzellen charakteristischen Zetloberflachenproteins PECAM-1 (b). 
Dargestellt ist jeweils ein Overlay der Originalmcssung der IgG Isotypkontrolle und von TOTo/IFNy-behandelten 20 
(CD40) bzw. nicht-stimulierten (PECAM-1) Zellen und in tabellarischer Form die logarithmischen Werte der jeweiligen 
durchschnittlichen Fluoreszenzintensitaten. Reprasentativer Versuch, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Ex- 
perimenten erhalten. 

[0012] Fig. 5 zeigt schematisch die Ergebnisse der Auswirkungen von TNFa (2000 U/ml), IFNy (1000 U/ml) und 
TNFa (100 U/ml) plus IFNy (1000 U/ml) auf den Reichtum an CD40 und IRF-1 mRNA in humanen Endothelzellen 25 
nach 9 Stunden Inkubation. Reprasentativer Versuch, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten erhal- 
ten. 

[0013] Fig. 6 zeigt schematisch die Ergebnisse der Zeit-abhiingigen Zunahme des Reichtums an CD40 und IRF-1 
mRNA in humanen Endothelzellen, die fur 0, 0,5, 1,5, 3 und 9 Stunden mit IFNy (1000 U/ml) inkubiert wurden. Repra- 
sentativer Versuch, vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Experimenten erhalten. 30 
[0014] Fig. 7 zeigt schematisch die Ergebnisse der Auswirkungen von einem spezifischen (a) Antisense-Oligonukleo- 
tid (ERF- IAS, 0,2 uM, 5 Stunden Vorinkubation) und (b) Decoy-ODN (IRF-1 n cons, 10 uM, 5 Stunden Vorinkubation) 
gegen IRF-1 auf den Reichtum an CD40 mRNA in humanen Endothelzellen, die fur 9 Stunden mit Ma (100 U/ml)/ 
IFNy (1000 U/ml) inkubiert wurden. Als unspezifische Kontrolloligonukleotide wurden die Antisense-Oligonukleotide 
IRF-1 MS und IRF-1 SCR und das IRF-ln mut Decoy-ODN verwendet. Representative Versuche, vergleichbare Ergeb- 35 
nisse wurden fur die Antisense-Technik in weiteren Experimenten erhalten. 

[0015] Der hier verwendete Ausdruck "Decoy-ODN" oder "Cis-Element Decoy" oder "doppelstrangiges DNA-Oligo- 
nukleotid" bezeichnet ein doppelstrangiges DNA-Molckul, das eine Sequenz aufweist, die dcr natiirlichen ERF-1 Kern- 
bindungssequenz im Genom entspricht oder ahnelt und an die der Transkriptionsfaktor IRF-1 in der Zelle bindet. Das 
Cis-Element Decoy wirkt somit als Molekul zur kompetitiven Inhibierung von IRF-1. 40 
[0016] Die Erfinder konnten die bei der entziindungsbedingten, Zytokin-vermittelten Sleigerung der CD40-Rezeptor- 
expression in humanen Endothelzellen beteiligten Transkriptionsfaktoren aufklaren. Uberraschenderweise hat sich her- 
ausgestellt, dass die Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor kB (NF-kB) und Signal Transducer and Activator of Tran- 
scription- 1 (Stat-1) die Tumornekrosefaktor-a/Interferon-y-mediierte CD40-Expression nicht, wie in glatten GefaBmus- 
kelzellen von Nagetieren der Fall, direkt, sondern indirekt durch Aktivierung eines weiteren Transkriptionsfaktors, dem 45 
Interferon-Regulatory Factor-1 (IRF-1), steuern. IRF-1 (GenBank Acc.No.: Ii)5078, X14454, NM002198 und 
http:/ / tr ansfac.gbf.de/cgibin/qt/getEn try. pl?t00423) ist ein Transkriptionsfaktor, der im Gegensatz zu vielen anderen 
Transkriptionsfaktoren in der Zelle nicht latent vorhanden ist, sondern erst de novo synthetisiert werden muss und zwar 
im Regelfall nach Exposition gegenuber Interferon-y und Aktivierung des Transkriptionsfaktors Stat-1. 
[0017] Des weiteren stimuliert Interferon-y al lei ne oder in Kombination mit Tumornekrosefaktor-a in humanen Endot- 50 
helzellen die Expression von CD40; hierbei spielt die TNFa-abhangige Aktivierung von NF-kB eine untergeordnete 
Rolle. Wichtiger ist die IFN-y-abhangige Aktivierung von Stat-1 infolgedessen es zur de novo-Expression von IRF-1 
kommt. IRF-1 induziert dann die Expression von CD40. Der Synergismus der beiden Zytokine beruht im Wesentlichen 
auf einer Verstarkung der 1 RE- 1 -Expression. Werden die erflndungsgemaBen Decoy-Oligonukleotide gegen Stat-1 und 
IRF-1, nicht aber entsprcchende Kontroll-Decoy-Oligonukleotide in humanen Zellen in Zellkultur verwendet, wird die 55 
Zytokin-induzierte CD40-Expression (sowohl bei Monosu mutation mit IFNy wie auch bei Kombination von IFNy und 
TNFa) gehemmt. Dabei geht die Induktion von IRF-1 der Induktion von CD40 voraus, so dass eine Antisense-Oligonu- 
kleotid-Blockade der IRF- 1 -Expression die Zytokin-induzierte CD40-Expression in demselben Umfang wie die Decoy- 
Oligonukleotide hcmint. Ein Ausschalten der ERF- 1-Akti vital in Zellen hat eine hochsignifikante und selektive Inhibie- 
rung der CD40-Expression in diesen Zellen zur Folge. Infolge der verminderten CD40-Expression unter proinflammato- 60 
rischen Bedingungen wird die Endothel-I^ukozyten-Wechselwirkung, insbesondere die Interaktion von TH1- und En- 
dothelzellen abgeschwacht und stellt die Grundlage fur den Therapieerfolg dar. SinngemaB gilt dies auch fur die Ab- 
schwachung der CD40/CD154-vermittelten Interaktion von naiven T-Helfcrzellcn mit Antigcn-prascnticrenden Zellen 
(z. B. Monozyten, dendritische Zellen), von TH2-Zellen mit B-Lymphozyten, sowie von anderen CD40-exprimierenden 
Zellen (z. B. glatte Muskelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten) mil CD154-exprimierenden Zeilen (THl-Zellen, akti- 65 
vierte Thrombozyten). 

[0018] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht daher in der Bereitstellung eines Inhibitors der Aktivitat des 
Transkriptionsfaktors IRF-1 als therapeutisches MitteL Proteine, wozu auch IRF-1 zahlt, konnen auf verschiedenste 
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Weise in ihrer Aktivitat inhibiert werden. So konnen z. B. Anti-IRF-l-Antikorper, naturliche oder synthetische Substan- 
zen, die die IRF-l-Interaktion mil der DNA, d. h. die Transaktivierungsaktivitat mindern, verwendet werden. Ferner 
konnte man die de novo-Synthese von IRF-1 durch Blockade von Stat-1 bzw. der zur Stat-l-Aktivierung fuhrenden Si- 
gnal wege (Janus- Kinasen) inhibieren. 
5 [0019] Ein bevorzugtes Verfahren zur spezifischen Inhibierung der IRF-1 -Aktivitat ist die Verwendung von doppel- 
strangigen DNA-Oligonukleotiden, auch Cis-Element Decoy oder Decoy-ODN genannt, die eine Bindungsstelle fur 
IRF-1 enthalten. Die exogene Zufuhr einer groBen Zahl von iranskriptionsfaktor-Bindungsstellen zu einer Zeile, insbe- 
sondere in viel hoherer Zahl als im Genom vorhanden, erzeugt eine Situation, in der die Mehrzahl eines bestimmten 
Transkriptionsfaktors spezifisch an das jeweilige Cis-Element Decoy und nicht an seine endogenen Ziel-Bindungsstellen 

10 bindet. Dieser Ansatz zur Inhibition der Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre endogene Bindungsstelle wird auch 
als Squelching bezeichnet. Squelching von Transkription unter Verwendung von Cis-Element Decoys wurde erfolgreich 
eingesetzt, urn das Wachstum von Zellen zu inhibieren. Dabei wurden DNA-Fragmente verwendet, die spezifische'Iran- 
skriptionsfaktor-Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors E2F enthielten (Morishita et al., PNAS, (1995) 92, 5855). 
[0020] Die Sequenz einer Nukleinsaure, die zur Verhinderung der Bindung des Transkriptionsfaktors IRF- 1 verwendet 

15 wird, ist beispielsweise die Sequenz, an die IRF-1 natiirlicherweise in der Zelle bindet. IRF-1 bindet spezifisch an das 
Motiv mil der Sequenz 5 '- S AA A AG Y GAA A CC-3', wobei S = C oder G und Y = C oder T bedeutet. Fur eine Bindung 
von IRF-1 kommt es auf die sich wiederholenden G/CAAA-Sequenzen und den Abstand zwischen diesen Motiven an, 
der insbesondere drei Nukleotide betragt. Daher kann das erfindungsgemaBe Cis-Element Decoy folgende 13-mer Kon- 
sensus-Kernbindungssequenz aufweisen: 5'-SAAAnnnSAAAyy-3' (SEQ ID. NO: 1), wobei S = C oder G, n = A, T, C 

20 oder G und y = C oder T bedeutet. Das Cis-Element Decoy kann ferner groBer als die 13-mer Kembindungssequenz sein 
und am 5-Ende und/oder am 3'-Ende verlangert werden. 

[0021] Da das Cis-Element Decoy eine doppelstrangige Nukleinsaure ist, umfaBt das erfindungsgemaBe DNA-Oligo- 

nukleotid jeweils nicht nur die Sense- oder Forward- Sequenz sondem auch die kompiementare Antisense- oder Reverse- 

Sequenz. Bevorzugte erfindungsgemaBe DNA-Oligonukleotide weisen folgende 13-mer- Kembindungssequenzen fiir 
25 IRF-1 auf: 

5'-CAAAAGCGAAACC-3' (SEQ ID NO: 3), 

5 '-G AAA AG CG A A ACC- 3 ' (SEQ ID NO: 5), 

5-CAAAAGTGAAACC-3' (SEQ ID NO: 7), 

5 -G A A AAGTG AA ACC-3 ' (SEQ ID NO: 9), 
30 wobei die jeweiligen kompiemantaren Sequenzen hier nicht wiedergeben sind. Das Cis-Element Decoy kann jedoch 

auch eine zur vorstehenden Sequenz abweichende Sequenz aufweisen und langer als ein 13-mer sein. 

[0022] Besonders bevorzugt sind folgende Sequenzen: 

(SEQ ID NO: 11): 5'-CA GAAAAGTGAAACC CTG-3', 18-mer (nicht palindromisch, 1 Bindungsstelle), 
(SEQ ID NO: 13): 5 '-C AGTTT C AAATTG A A ACT G- 3 19-mer (nahezu palindromisch, 2 Bindungsstellen), 

35 (SEQ ID NO: 15): 5'-CAG GAAAAGTGAAACC GCTG-3', 20-mer (nicht palindromisch, 1 Bindungsstelle), 
(SEQ ID NO: 17): 5'-GCAGTT TCAAATTGAAACT GC-3', 21-mer (nahezu palindromisch, 2 Bindungsstellen), 
(SEQ ID NO: 19): 5'-GGAAGC GAAAA TGAAATTGACT-3', 22-mer (primar benutzte Konsensus-Sequenz), 
(SEQ ID NO: 21): 5'-GGCAGTT TCAAATTGAAACT GCC-3', 23-mer (nahezu palindromisch, 2 Bindungsstellen). 
[0023] Die Bemerkung "2 Bindungsstellen" bezieht sich dabei auf Sense- und Antisense-Strang. Diese Aufzahlung der 

40 bevorzugten Sequenzen ist nicht abschlieBend. Dem Fachmann ist ersichtlich, dass eine Vielzahl von Sequenzen als In- 
hibitor fiir IRF-1 verwendet werden konnen, solange sie die vorslehend aufgefuhrten Bedingungen der 13-mer Konsen- 
sus-Kernbindungssequenz und eine Affinitat zu IRF-1 aufweisen. 

[0024] Die Affinitat der Bindung einer Nukleinsauresequenz an ERF- 1 kann durch die Verwendung des Electrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMS A) (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory Press; Krzesz 

45 et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191) bestimmt werden. Dieses Testsystem ist fur die Qualitatskontrolle von Nukleinsauren, 
die fiir die Verwendung in der Methode der gegenwartigen Erfindung gedacht sind, oder die Bestimmungen der optima- 
len Lange einer Bindungsstelle geeignet. Sie ist auch fiir die Identifizierung von anderen Sequenzen, die durch IRF-1 ge- 
bunden werden, geeignet. Fur einen EMSA, gedacht fiir die Isolation neuer Bindungsstellen, sind am besten gereinigte 
oder rekombinant exprimierte Versionen von IRF-1 geeignet, die in mehreren abwechselnden Runden von PCR-Verviel- 

50 faltigung und Selektion durch EMSA eingesetzt werden (Thiesen und Bach (1990) Nucleic Acids Res. 1 8, 3203). 

[0025] Gene, von denen bekannt ist, dass sie ERF- 1 -Bindungsstellen in ihrem Promotor oder Enhancer-Regionen ent- 
halten, und die deshalb mutmaBliche Ziele fiir das spezifische Squelchen durch die Methode der gegenwartigen Erfin- 
dung sind, sind beispielsweise das CD40-Gen und weitere proinflammatorische Gene z. B. Cyclooxygenase-2, Unterein- 
heiten der NADPH-Oxidase (p67phox und gp91phox), die induzierbare Isoform der StickstorTmonoxid (NO)-Synthase, 

55 die Interleukine 6, 8 und 12 sowie die Adhasionsmolekule RANTES (lbslich von T-Lymphozyten sczemiert, regulated 
upon activation, normal T-cell expressed, presumed secreted) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule- 1, auch 
CD 106 genannt). 

[0026] Die Methode der vorliegenden Erfindung moduliert die Transkription eines Gens oder von Genen in einer sol- 
chen Weise, dass das Gen oder die Gene, z. B. CD40, nicht oder vemiindert exprimiert werden. Venninderte oder unter- 

60 driickte Expression im Rahmen der gegenwartigen Erfindung bedeutet, dass die Transkriptionsrate verringert ist im Ver- 
gleich zu Zellen, die nicht mit einem erfindungsgemaBen doppelstrangigen DNA-Oligonukleotid behandelt werden. 
Solch eine Verminderung kann beispielsweise durch Northern Blot (Sambrook et al., 1989) oder RT-PCR (Sambrook et 
al., 1989) bestimmt werden. TVpischerweise ist eine solche Verringerung zumindest eine 2-fache, besonders zumindest 
eine 5-fache, insbesondere zumindest eine 10-fache Verringerung. Der Verlust von Aktivierung kann beispielsweise er- 

65 reicht werden, wenn IRF- 1 an einem bestinunten Gen als Transkriptionsaktivator wirkt und deshalb Squelching des Ak- 
tivators zum Verlust der Expression des Zielgens fuhrt. 

[0027 J Das Cis-Element Decoy, das in der vorliegenden Erfindung verwendet wird, en thai t in einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform eine oder mehrere, vorzugsweise 1, 2, 3, 4 oder 5, insbesondere bevorzugt 1 oder 2 Bindungsstellen, an die 
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IRF-1 spezifisch bindet. Die Nukleinsauren konnen synthetisch, mit enzymatischen Methoden oder in Zellen hergestellt 
werden. Die einzelnen Verfahren sind Stand dcr Technik und dem Fachmann bekannt. 

[0028] Die Lange des doppelstrangigen DNA-Oligonukleotids ist mindestens so lang wie eine verwendete Sequenz, 
die spezifisch IRF-1 bindet. Ublicherweise ist das verwendete doppelstrangige DNA-Oligonukleotid zwischen etwa 
13-65 bp, vorzugsweise zwischen etwa 13-26 bp und besonders bevorzugt zwischen 18-23 bp gewahlt. 5 
[0029] Oiigonukleotide werden in der Reg el schnell durch Endo- und Exonukleasen, im besonderen DNasen und RNa- 
sen in der Zelle, abgebaut. Deshalb konnen die DNA-Oligonukeotide modifiziert werden, um sie gegen den Abbau zu 
stabilisieren, so dass uber einen langeren Zeitraum eine hohe Konzentration der Oligonukeotide in der Zelle beibehalten 
wird. Typischerweise kann eine solche Stabilisierung durch die Einfuhrung von einer oder mehrerer modifizierter Inter- 
nukleotidbindungen erhalten werden. 10 
[0030] Ein erfolgreich stabilisiertes DNA-Oligonukeotid enthalt nicht notwendigerweise eine Modifikation an jeder 
Internukleotidbindung. Vorzugsweise sind dielnternukleotidbindungen an den jeweiligen Enden beider Oiigonukleotide 
des Cis- Element Decoys modifiziert. Dabei konnen die letzten sechs, funf, vier, drei, zwei oder die letzte oder eine oder 
mehrere Internukleotidbindung innerhalb der letzten sechs Intern ukleotidbindungen modifiziert sein. Femer konnen ver- 
schiedene Modifikationen der Internukleotidbindungen in die Nukleinsaure eingefuhrt werden und die daraus entstehen- 15 
den doppelstrangigen DNA-Oligonukeotide auf sequenzspezifische Bindung an IRF-1, unter Verwendung des Routine 
EMSA-Testsystems, getestet werden. Dieses Testsystem erlaubt die Bestimmung der Bindungskonstante des Cis- Ele- 
ment Decoys und so die Bestimmung, ob die Affinitat durch die Modifikation verandert wurde. Modifizierte Cis-Element 
Decoys, die noch eine ausreichende Bindung zeigen, konnen ausgewahlt werden, wobei eine ausreichende Bindung zu- 
mindcst etwa 50% oder zumindest etwa 75%, und besonders bevorzugt etwa 100% dcr Bindung der unmodifiziertcn Nu- 20 
kleinsaure bedeutet. 

[0031J Cis-Element Decoys mit modifizierter Internukleotidbindung, die immer noch ausreichende Bindung zeigen, 
konnen uberpruft werden, ob sie stabiler in der Zelle sind als die unmodifizierten Cis-Element Decoys. Die mit den er- 
findungsgcmafien Cis-Element Decoys transfiziertcn Zellen werden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Menge der 
dann noch vorhandenen Cis-Element Decoys untersucht. Dabei konnen die dem Fachmann bekannten Verfahren verwen- 25 
det werden, z. B. Southern Blot- (Sambrook et al. (1989) supra), PCR-(Sambrook et al. (1989) supra) oder DNA Chip 
Array- (US 5,837,466) Techniken. Ein erfolgreich modifiziertes Cis-Element Decoy hat eine Halbwertzeit in der Zelle, 
die hohcr ist als die eines unmodifizierten Cis-Element Decoy, vorzugsweise von zumindest etwa 48 Stundcn, mchr be- 
vorzugt von zumindest etwa 4 Tagen, am meisten bevorzugt von mindestens etwa 7 Tagen. 

[0032] Geeignete modifizierte Internukleotidbindungen sind in Uhlmann und Peyman ((1990) Chem. Rev. 90, 544) zu- 30 
sammengefaBt. Modifizierte Intemukleotid-Phosphat-Reste und/oder Nichl-Phosphor-Briicken in einer Nukleinsaure, 
die in einer Methode der gegenwartigen Erfindung eingesetzt werden konnen, enthalten zum Beispiel Methylphospho- 
nat, Phosphorothioat, Phosphorodithioat, Phosphoramidat, Phosphatester, wahrend Nicht- Phosphor-Internukleotid- An a- 
loge, beispielsweise Siloxan-Briicken, Carbonat-Brucken, Carboxyrnethylesler-Brucken, Acetamidat-Brucken und/oder 
Thioether-Brucken enthalten. 35 
[0033] Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Stabilisierung von Nukleinsauren durch die Einfuhrung 
struktureller Merkmale in die Nukleinsaure, die die Halbwertzeit der Nukleinsaure erhohen. Solche Strukturen, die Haar- 
nadel- und Glocken-DNA enthalten, sind in US 5,683,985 offenbart. Gieichzeitig konnen modifizierte Internukleotid- 
Phosphat-Reste und/oder Nicht-Phosphor-Briicken, zusammen mit den genannten Strukturen, eingefuhrt werden. Die 
sich daraus ergebenden Nukleinsauren konnen im oben beschriebenen Testsystem auf Bindung und Stabilitat gepriift 40 
werden, 

[0034] Die Kernbindungssequenz kann nicht nur in einem Cis-Element. Decoy vorliegen, sondern auch in einem Vek- 
tor. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Vektor ein Plasmidvektor und im besonderen ein Plasmidvektor, der in 
der Lage ist, autosomal zu replizieren, wodurch er die Stabilitat der eingefuhrten doppelstrangiben Nukleinsaure erhbht. 
[0035] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein doppelstrangiges DNA-Oligonukleotid, das in der Lage 45 
ist, sequenzspezifisch an den Transkriptionsfaktor IRF-1 zu binden und vorzugsweise eine der folgenden Sequenzen hat, 
wobei hicr nur jeweils ein Strang des doppelstrangigen DNA-Oligonukleotids wiedergegeben ist und dcr komplementare 
Strang ebenfalls umfafit ist: 
5'-SAAAnnnSAAAyy-3' (SEQ ID NO: 1), 

5'-CAAAAGCGAAACC-3' (SEQ ID NO: 3), 50 
5 -G AA A AGCG A AACC- 3 * (SEQ ID NO: 5), 
5-CAAAAGTGAAACC-3' (SEQ ID NO: 7), 
5'-GAAAAGTGAAACC-3' (SEQ ID NO: 9), 
5'-CAGAAAAGTGAAACCCTG-3' (SEQ ID NO: 11), 

5 -CAGTTTCAAATTGAA ACTG-3' (SEQ ID NO: 13), 55 
5 -C AGG A A A AGTGAAACCGCTG-3' (SEQ ID NO: 15), 
5 '-GCAGTTTC AAATTG A A ACTGC-3' (SEQ ID NO: 17), 
5 '-GG A AGCG A A A ATG A A ATTG ACT- 3 ' (SEQ ID NO: 19), 
5 -GGCAGTTTCAAATTGA AACTGCC-3', (SEQ ID NO: 21). 

[0036] Doppelstrangige DNA-Oligonukleotide der vorliegenden Erfindung haben eine Lange, Modifikationen und 60 
eventuell eine Wiederholung der spezifischen Bindungsstelle, wie im Einzelnen vorstehend beschrieben. Die optimale 
Lange des Cis-Element Decoys ist ausgewahlt^ um die Bindung an IRF-1 und die Aufnahme in die Zelle zu optimieren. 
Typischerweise bindet ein doppelstrangiges DNA-Oligonukleotid, das kiirzer als 12 bp ist, nur schwach an sein Zielpro- 
tein, wahrend ein doppelstrangiges DNA-Oligonukleotid, das langer als 22 bp ist, obwohl es stark bindet, nur mit einer 
niedrigen Effizienz in die Zelle aufgenommen wird. Die Bindungsstarke kann durch EMSA bestimmt werden, wahrend 65 
die Aufnahme der doppelstrangigen Nukleinsaure durch Southern Blot- (Sambrook etal. (1989) supra), PCR-(Sambrook 
et al. (1989) supra), DNA-Chip-Array-Technologien (US 5, 837, 466) oder mittels fluoreszenzmarkierten Cis-Element 
Decoys und digitaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden kann. Ein Cis-Element Decoy der gegenwartigen Erfin- 
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dung kann wie oben beschrieben stabilisiert werden. 
[0037] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der gegenwartigen Erfindung sind Cis-Element Decoys, die eine palindro- 
mische Bindungsstelle enthalten und daher in einer kurzen doppelstrangigen Nukleinsaure zumindest zwei Transkripti- 
onsfaktor-Bindungsstellen umfassen. Die palindromische Sequenz hat nicht notwendigerweise eine hohere Bindung von 
5 IRF-1 zur Folge, sondern wird schneller (effizienter) von den Zielzellen aufgenommen. Allerdings sind vor allem die 
kiirzeren erfindungsgemaBen Cis-Element Decoys wegen der langen (mittig angeordneten) Kernbindungs sequenz und 
den repetitiven G/CAAA-Motiven nur an den Enden palindromisch. Fur eine effizientere Aufnahme kann eine moglichst 
ahnliche Anzahl der einzelnen Basen (A = C = G = T) verwendet werden, jedoch ist dies fiir die erfindungsgemaBen Cis- 
Element Decoys aufgrund der repetitiven G/CAAA-Motive schwierig. Bevorzugt wird daher ein Kompromiss, wobei 
io zuniindest A = T und C = G sein soil. Ferner bevorzugt kann die Kernbindungssequenz eher randstandig angeordnet sein, 
wie dies bei einigen der bevorzugten Cis-Element Decoy- Sequenzen der Fall ist. 

[0038] Ein Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindung wird schnell in die Zelle aufgenommen. Eine ausreichende 
Aufnahme ist durch die Modulation von einem oder mehreren Genen, das durch IRF-1 rnoduliert werden kann, charak- 
terisiert. Das Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindung rnoduliert in bevorzugter Weise die Transkription von ei- 
15 nem Gen oder Genen nach etwa 2 Stunden der Beriihrung mit der Zelle, mehr bevorzugt nach etwa 1 Stunde, nach etwa 
30Min., nach etwa 10 Min. und am meisten bevorzugt nach eLwa 2 Min. Eine typische Mischung, die in so einem Ver- 
such eingesetzt wird, enthalt 10 umol/l Cis-Element Decoy. 

[0039J Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Modulation der Transkription von mindestens einem 
Gen CD40-exprimierenden Zellen, insbesondere in Endothelzellen, Monozyten, denditrischen Zellen, B-Lymphozyten, 

20 glatten Muskelzellen, Keratinozyten oder Fibroblastcn, wobei die Mcthode den Schritt der Kontaktierung der genannten 
Zellen mit einer Mischung, enthaltend eine oder mehrere doppelstrangige Nukleinsaure(n), die in der Lage sind, se- 
quenzspezifisch an den Transkriptionsfaktor IRF-1 zu binden, umfaBt. Ein bevorzugtes Verfahren ist die Anwendung in 
Endothelzellen, die Teil eines Transplantates sind. Typischerweise wird die Methode an einem Transplantat in vivo oder 
ex vivo vor der Implantation angewcndcl. 

25 [0040] Die Transplantate konnen vor der Implantation durch ex vivo Anwendung der Methode der gegenwartigen Er- 
findung oder nach der Implantation durch in vivo Anwendung der Methode behandelt werden. In einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform ist das behandelte Transplantat (Dunn-) Darm, Herz, Leber, Lunge, Niere und Pankreas bzw. eine Kombi- 
nation mehrerer Organe. Die Behandlung der Organe, genauer die Perfusion/Inkubation ihrer BlutgefaBe mit den erfin- 
dungsgemaBen Cis-Element Decoys kann ex vivo mit Ausspiilen der Losung unmittelbar vor der Implantation erfolgen. 

30 Dabei kann das Organ gleichzeitig in einer entsprechenden Konservierungs losung (gektihlt) in der Weise gelagert wer- 
den (z. B. University of Wisconsin Solution, Brettschneider HTK- Losung), dass keine Konservierungslosung in die 
BlutgefaBe wahrend der Inkubation mit der Decoy-Oligonuklcotid-Losung eindringen kann. 

[0041 1 Die Mischung enthaltend die erfindungsgemaBen Cis-Element Decoys wird mit den Zielzellen (z. B. Endothel- 
zellen, Monozyten, denditrische Zellen, B-Lymphozyten, glatte Muskelzellen, Keratinozyten oder Fibroblasten) in Be- 
35 ruhrung gebracht. Das Ziel dieses In-Bcruhrung-Bringens ist die Ubertragung der Cis-Element Decoys, die IRF-1 bin- 
den, in die Zielzelle (d. h., die CD40-exprimierende Zelle). Deshalb konnen Nukleinsaure-Modifikation und/oder Zu- 
satzstoffe oder Hilfsstoffe, von denen bekannt ist, dass sie die Durchdringung von Membran erhohen, im Rahmen der ge- 
genwartigen Erfindung benutzt werden (Uhlmann und Pcyman (1990) Chem. Rev. 90, 544). 

[0042] Eine Mischung gemaB der Erfindung enthalt in einer bevorzugten Ausfiihrungsform im wesentlichen nur Nu- 
40 kleinsaure und Puffer. Eine geeignete Konzentration der Cis-Element Decoys liegt im Bereich von zumindest 0,1 bis 
100 umol/L, vorzugsweise bei 10 umol/L, wobei ein oder mehrere geeignete Puffer zugesetzt werden. Ein Beispiel eines 
solchen Puffers ist Tyrode-Losung enthaltend 144,3 mmol/l Na + , 4,0mmol/l K + , 138,6 mmol/1 Cl~, 1,7 mmol/1 Ca 2+ , 
1,0 mmol/1 Mg 2+ , 0,4 mmol/1 HP0 4 2 ", 19,9 mmol/l HC0 3 ~, 10,0 mmol/l D-Glucose. 

[0043] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung enthalt die Mischung zusatzlich mindestens einen Zusatzstoff 
45 und/oder Hilfsstoff. Zusatzstoffe und/oder Hilfsstoffe wie Lipid, kationische Lipide, Polymere, Liposomen, Nuklein- 
saure- Aptamere, Peptide und Proteine, die an DNA gebunden sind, oder synthetische Peptid-DNA-Molekule sind beab- 
sichtigt, um beispielsweise die Einbringung von Nukleinsauren in die Zelle zu erhohen, um die Mischung auf nur eine 
Untergruppe von Zellen zu richten, um den Abbau der Nukleinsaure in der Zelle zu verhindem, um die Lagerung der Nu- 
kleinsaure mischung vor der Verwendung zu erleichtern. Beispiele fur Peptide und Proteine oder synthetische Peptid- 
50 DNA-Molekule sind z. B. Antikorper, Antikorperfragmente, Liganden, Adhasionsmolekule, die alle modifiziert oder un- 
modifiziert sein konnen. 

[0044] Zusatzstoffe, die die Cis-Element Decoys in der Zelle stabilisieren, sind beispielsweise Nu kleinsaure- konden- 
sierende Substanzen wie kationische Polymere, Poly-L-Lysin oder Polyethylenimin. 

10045] Die Mischung, die in dem Verfahren der gegenwartigen Erfindung eingesetzt wird, wird bevorzugt lokal ange- 
55 wendet durch Injektion, Katheter, Suppositiorium ("Zapfchen"), Aerosole (Nasen- bzw. Mundspray, Inhalation) Trokars, 
Projektile, pluronische Gele, Polymere, die anhaltend Medikamente freisetzen, oder jede andere Vorrichtung, die lokalen 
Zugang ermoglicht. Auch die ex vivo Anwendung der Mischung, verwendet im Verfahren der gegenwartigen Erfindung, 
erlaubt einen lokalen Zugang. 

[0046] Die Inhibierung der IRF-1 -Akti vital kann jedoch nicht nur auf Proleinebene in den zuvor beschriebenen Vcr- 
60 fahren gehemmt werden, sondern kann bereits vor oder bei der Translation bewirkt werden. Daher ist ein weiterer Aspekt 
der vorliegenden Erfindung die Bereitstellung eines Inhibitors der IRF-1 -Expression als therapeutisches Mittel. Dieser 
Inhibitor ist vorzugsweise ein einzelstrangiges Nukleinsaure-Molekiil, ein sogenanntes Antisense-OIigonukleotid. Anti- 
sense-Oligonukleotide konnen die Synthese eines Zielgens auf drei verschiedenen Ebencn hemmen, bei der Transkrip- 
tion (Verhinderung der hnRNA-Synthese), der Prozessierung (SpleiBen) der hnRNA zur mRNA und der Translation der 
65 mRNA in Protein an den Ribosomen. Das Verfahren zur Inhibierung der Expression von Genen mittels Antisense-Oli- 
gonukleotiden ist Stand der Technik und den Fachleuten bestens bekannt. Vorzugsweise hat das im erfindungsgemaBen 
Verfahren verwendete Antisense-OIigonukleotid gegen IRF-1 die Sequenz 5 '-CG AGTG ATGGGC ATGTTGGC-3' (SEQ 
ID NO: 23) und uberbriickt das Startcodon. Weitere bevorzugte Sequenzen fur Antisense-Oligonukleotide sind 5- 
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GATTCGGCTGGTCGC-3' (SEQ ID NO: 24), 5-TAATCCAGATGAGCCC-3' (SEQ ID NO: 25) und 5'- 
GG AGCG ATTCGGCTGGT-3 ' (SEQ ID NO: 26). Das Antisense-Oligonukleoud kann ein einzelstrangiges DNA-Mole- 
kul, RNA-Molekiil oder ein DNA/RNA-Hybrid-Molekul sein. Das Antisense-Oligonukleotid kann ferner eine oder meh- 
rere modifizierte Intemukleotidbindungen aufweisen, z. B. die vorstehend fiir das Cis Element Decoy beschriebenen. 
[0047] Ein weiterer Aspektder vorliegenden Erfindung ist ein Antisense-Oligonukleotid, das spezifisch die IRF-l-Ex- 5 
pression inhibiert und vorzugsweise eine der folgenden Sequenzen hat: 
5'-CGAGTGATGGGCATGTTGGC-3' (SEQ ID NO: 23), 
5 '-GATTCGGCTGGTCGC-3 ' (SEQ ID NO: 24), 
5'-TAATCCAGATGAGCCC-3' (SEQ TD NO: 25), 

5'-GGAGCGATTCGGCTGGT-3' (SEQ ID NO: 26). 10 
[0048] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist femer die Verwendung der erfindungsgemaBen Antisense- 
Oligonukleotide und/oder doppelstrangigen DNA-Molekule zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prevention und/ 
oder Therapie von chronischen (Transplantat-Arteriosklerose oder Vaskulopathie) oder akuten TransplantatabstoBungen, 
chronisch redizivierenden Entziindungserkrankungen, insbesondere Asthma bronchiale, atopische Dermatitis, Colitis ul- 
cerosa, Morbus Crohn, Psoriasis und Sarkoidose, sowie Autoimmunerkrankungen, insbesondere Diabetes mellitus, mul- 15 
tiple Sklerose, Kollagenosen (z. B. systemischer Lupus erythematodes), rheumatoide Arthritis und Vaskulitiden. Ein be- 
sonderer Vorteil dieses Therapieansatzes besteht des weiteren in der gleichzeitigen Abschwachung der TH1- und TH2- 
Zellantwort, bei denen der CD40/CD154-Signalweg kostimuiatorisch wirkt. Dadurch kann es nicht zu einer Enthem- 
mung der THl-Zellreaktion (z. B. multiple Sklerose) bei Dampfung der TH2-Zellreaktion (z. B. Asthma bronchiale) 
bzw. umgekehrt kommen. 20 
[0049] Die folgenden Figuren und Beispiele dienen nur der Erlauterung und beschranken in keiner Weise den Umfang 
der Erfindung. 



l.Zellkultur 



3. Elektrophoretische Mobilitats-Shift- Analyse (EMSA) 
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[0050] Humane Endothelzellen wurden durch Behandlung mit 1 ,6 U/ml Dispase in Hepes-modifizierter Tyrodelosung 
flir 30 Min. bei 37°C aus Nabelschnurvenen isoliert und auf Gelatinebeschichteten 6-Loch-Gewebekulturschalen 
(2 mg/ml Gelatine in 0,1 M HC1 fur 30 Min. bei Umgebungstemperatur) in 1,5 ml Ml 99 Medium, enthaltend 20% fola- 
tes Kalberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin, 10 U/ml Nystatin, 5 inM HEPES und 5 mM TES, 1 ug/ml 
Heparin und 40 ug/ml endothelialer Wachstumsfaktor, kultiviert. Sie wurden durch ihre typische Pflasterstein-Morpho- 30 
logie, positive Immunfarbung fiir von Willebrandt-Faktor (vWF) und fluorimetrischen Nachweis (FACS) von PECAM- 1 
(CD31) sowie negative Immunfarbung fiir glattes Muskel a-Actin (Krzesz et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191) identifi- 
ziert. 

2. RT-PCR-Analyse 35 

[0051] Die endothelial gesamt-RNA wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert, daran 
anschlieBend wurde eine cDNA-Synthese mit cinem Maximum von 3 ug RNA und 200 U Superscript™ II Reversetran- 
skriptase (Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) in einem Gesamtvolumen von 20 ul entsprechend der Her- 
stelleranleitung durchgefuhrt. Fiir den Abgleich der cDNA-Beladung wurden 5 ul (ungefahr 75 ng cDNA) der resultie- 40 
renden cDNA-Losung und dein Primerpaar (Gibco) fiir Elongationsfaktor 1 (EF-1) PCR mil 1 U Taq DNA Polymerase 
(Gibco) in einem Gesamtvolumen von 50 ^1 benutzt. KF-1 diente als interner Standard fur die PCR. Die PCR-Produkte 
wurden auf 1,5% Agarose-Gelen enthaltend 0,1% Ethidiumbromid separiert und die Intensitat der Banden wurde densi- 
tometrisch mit einem CCD-Kamerasystem und der One-Dscan Gelanalyse-Software von Scanalytics (Billerica, MA, 
USA) bestimmt, um in nachfolgenden PCR-Analysen das Volumen der cDNA anzupassen. 45 
[0052] Alle PCR-Reaktionen wurden einzeln fiir jedes Primer-Paar in einem Hybaid OmnE Thermocycler (AWG; Hei- 
delberg, Deutschland) durchgefuhrt. Die einzelnen PCR-Bedingungen fiir die cDNA von humanen Nabelschnurendot- 
helzellen waren wie folgt: CD40 (ProduktgroBe 381 bp, 25 Zyklen, Anlagerungstemperatur 60°C, (Vorwartsprimer) 5- 
CAG AGT TCA CTG AAA CGG AAT GCC-3', (umgekehrter Primer) 5-TGC CTG CCT GIT GCA CAA CC-3'); E- 
Selecrin (ProduktgroBe 304 bp, 33 Zyklen, Anlagerungstemperatur 60°C, (Vorwartsprimer) 5'-AGC AAG GCA TGA 50 
TGT TAA CC-3', (umgekehrter Primer) 5-GCA TTC CTC: TCT TCC AGA GC-3'); IRF- 1 (ProduktgroBe 3 10 bp, 29 Zy- 
klen, Anlagerungstemperatur 55°C, (Vorwartsprimer) 5'-TTC CCT CTT CCA CTC GGA GT-3', (umgekehrter Primer) 
5 -GAT ATC TGG CAG GGA GTT CA-3');EF- 1 (ProduktgroBe 220 bp, 22 Zyklen, Anlagerungstemperatur 55°C, (Vor- 
wartsprimer) 5'-TCT TAA TCA GTG GTG GAA G-3\ (umgekehrter Primer) 5'-TTT GGT CAA GTT GTT TCC-3'). 
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[0053] Die nuklearen Extrakte und [32P]-markierten doppelstrangigen Konsensus-Oligonukleotide (Santa Cruz Bio- 
technologie, Heidelberg, Deutschland), nicht-denaturierende Polyacrylamid-Geleleku-ophorcse, Autoradiographic und 
Supershift- Analyse wurden wie bei Krzesz et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191 beschrieben durchgefuhrt. Oligonukleotide 60 
mit der folgenden einzelstrangigen Sequenz wurden verwendet (Kembindungssequenzen sind unterstrichen): NF-kB, 5'- 
AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3'; STAT- 1 , 5-C AT GTT ATG CAT ATT CCT GTA AGT G-3'; IRF- 1 , 5'-GGA 
AGC GAA AAT GAA ATT GAC T-3'. 

4. Decoy-Oligodesoxynukleolid (dODN) Technik 65 

[0054] Doppelstrangige dODN wurden von den komplementaren einzelstrangigen Phosphorothioatverbundenen Oli- 
godesoxynukleotiden (Eurogentec, Koln, Deutschland) wie bei Krzesz et al. (1999) FEBS Lett. 453, 191 beschrieben 
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hergestellt. Die kultivierten humanen Endothelzellen wurden fur 4 Stunden bei einer Konzentration von 10 uM des je- 
weiligen dODN vorinkubiert. Dies waren die Bedingungen, die bereits vorher aufgrund von EMSA und RT-PCR-Ana- 
lyse optimiert wurden. Danach wurde das dODN-enthaltende Medium durch frisches Medium ersetzt. Die einzelstrangi- 
gen Sequenzen der dODN waren wie folgt (unterstrichene Buchstaben kennzeichnen Phosphorothioat-verbundene Ba- 
5 sen, alle in 5'-3' Richtung): 

NF-kB, AGTT GAGGGGACTTTCCC AGGC ; 
STAT- 1 , CATG TTATGC ATATTCCTGTA AGTC ; 
IRF-1, GGAAGCGAAAATGAAATTGACT; 
IRF-ln cons CAGAA AAGTG A AACCCTG; 
10 IRF-ln mut CAGATG AGTGTAACCCTG. 



5. Antisense-Oligonukleotid-Technik 

[0055] Fur einen Antisense-Ansatz wurde 1 ml Kulturmedium mit 3% Lipofectin (v/v) (Gibco Life Technologie, 
15 Karlsruhe, Deutschland) versetzt und fur 30 Min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Im Anschluss daran wurde das 
enLsprechende Antisense-Oligonukleotid (Eurogentec, Koln, Deutschland) in einer finalen Konzentration von 0,2 uM 
hinzugegeben und weitere 15 Min. bei RT inkubiert. Bei Versuchsbeginn wurden die entsprechenden Mengen Heparin 
und endothelialer Wachstumsfaktor hinzugefugt und das herkommliche Zellkulturmedium der Endothelzellkultur durch 
das Antisense-Lipofectin-Medium ersetzt. Nach 5 Stunden wurde das Antisense-Lipofectin-Medium entfernt und durch 
20 frisches Zellkulturmedium ersetzt. Die Scquenz des ERF-l-Antisense-Oligonukleotid (IRF-1 AS) war 5'-CGAGT- 
GATGGGCATGTTGGC-3'. Als Kontrollen wurden ein Missense-OHgonukleotid (IRF-1 MS, 5-CGAGTGGTA- 
G ACGTATTGGC-3 ') und ein Scrambled-Oligonukleotid (IRF-1 SCR, 5-GAGCTGCTGAGGTCGTTGAG-3') verwen- 
det. 

25 6. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) 

[0056] Die zu analysierenden Endothelzellen wurden zunachst dreimal mit je 1 ml FACS-Puffer (PBS, 2% fotales Kal- 
berserum, sterilfiltriert) gewaschen und anschlieBend in 2 ml FACS-Puffer aufgenommen. Nach Zentrifugation (300xg, 
5 Min., +4°C) und Bestimmung der Gesamtzellzahl (Neubauer-Zahlkammer) wurde der fiuoreszenz-markierte Antikor- 
per (Pharmingen, San Diego, USA) nach Angaben des Herstellers (20 ul/10 6 Zellen) hinzugegeben und der Ansatz fur 
30 Min. bei +4°C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 2 ml FACS-PufTer gewaschen und fiir 
10 Min. bei 300xg und +4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in 1 ml Cell-Fix (PBS, 1% 
Formaldehyd) resuspendiert und bis zur Messung (EPICS®XL-MCL, Coulter, Krefeld, Deutschland) bei -f4°C im Dun- 
keln gelagert. Folgende Antikorper wurden verwendet: CD40, R-Phycoerythrin (R-PE)- und Fluorescein Isothiocyanate 
(FITC)-konjugiert; PECAM-1 (CD31), Ruorescein Isothiocyanate (FITC)-konjugiert. Zur Feststellung unspezifischer 
Zell-Antikorper-Bindungen wurden die entsprechenden R-PE- und FITC-konjugierten Isotyp-Kontrollen eingesetzt. 

7. Western Blot-Analyse 

[0057] Die Endothelzellen wurden durch funfmaliges aufeinanderfolgendes Einfrieren in fliissigem Stickstoff und 
Auftauen bei 37°C (Heizblock, Kleinfelden) aufgeschlossen. Protein-Ex trakte wurden wie bei Hecker et al. (1994) Bio- 
chem J. 299, 247 beschrieben hergestellt. 20-30 ug Protein wurden mit Hilfe einer I0%igen Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese unter denaturierenden Bedingungen in der Gegenwart von SDS nach Standardprotokoll aufgetrennt und auf eine 
BioTrace™ Poly vinyli dene Fluoride Transfermembran (Pall Corporation, RoBdorf, Deutschland) transferiert. Zum 
Nachweis von CD40 Protein wurde ein gegen den C-Terminus gerichteter polyklonaler primarer Antikorper (Research 
Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA) verwendet. Die Proteinbanden wurden nach Hinzufugen eines Peroxidase-gekop- 
pelter-Anti-Kaninchen-IgG (1 : 3000, Sigma, Deisenhofen, Deutschland), durch die Chemilumineszenz-Methode (Su- 
perSignal Chemiluminescent Substrate; Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) verbunden mit nachfolgender Autoradio- 
graphic (Hyperfilm™ MP, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) nachgewiesen. Der Auftrag und 
Transfer gleicher Proteinmengen wurde durch Farben des Blols mitblauerTinte gezeigt. 

8. Statistische Analyse 

[0058] Wenn nicht anders angezeigt, sind alle Daten in Figuren und Text als Mittelwert ± SEM von n Experimenten an- 
55 gegeben. Die statistische Auswertung wurde mit dem Students t-Test fiir ungepaarte Daten mit einem P-Wert < 0.05, der 
als statistisch significant angesehen wurde, durchgefuhrt. 

9. Tierexperimenteller Nachweis der CD40/CD154-assoziierten TransplantatabstoBung 

60 [0059] Experimentell nachgewiesen wurde die TransplantatabstoBung in der Ratte unter Verwendung eines Stat-l-De- 
coy-Oligonukleotides, da bei der Ratte Stat-1 anstelle von ERF-1 wie beim Menschen fur die Interferon-7-induzierte 
CD40-Expression verantwortlich ist. 

Stammkombination 

65 

[0060] Zur allogenen Transplantation wird die Stammkombination Brown Norway-Spender auf Lewi s-Empfanger ver- 
wendet. Hierbei kommt es ohne Immunsuppression nach 7 Tagen zur AbstoBung des Transpiantates. Als syngene Kon- 
trollen dient die Transplantation Lewis auf Lewis. 




30 



35 



45 
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Explantation 



[0061] In Etherinhalationsnarkose wird das Abdomen des Tieres in der Mittelline eroffnet. Zunachst wird ein Aorta- 
segment von alien arteriellen Abgangen befreit, so dass ein ca. 1 cm ianges aortales Segment mit angehender Arteria me- 
senterica prapariert wird. Im nachsten Schritt wird das gesamt Kolon ent.fernt. Danach werden alle venosen Zuflusse der 5 
Pfortader in Hohe des Pankreas ligiert, so dass die Pfortader bis in den Leberhilus frei ist. Der so praparierte Spender- 
dunndarm hangt jetzt lediglich an dem GefaBstiel der Aorta und der Pfortader. Nun wird die Aorta proximal und distal 
des Abganges der Arteria mesenterica abgeklemmt, die Pfortader in Hohe des Leberhilus durchtrennt und das GefaBbett 
des Dunndarmes mit kalter University of Wisconsin (UW)-Ix)sung gespiilt bis sich keine makroskopischen Blutreste 
mehr im GefaBbett befinden. Im letzten Schritt wird das Darmlumen ebenfalls mit kalter UW-Losung gespiilt und der 10 
Darm mit einem Aortasegment entnommen und bis zur Implantation in kalter UW-Losung aufbewahrt (Dauer bis 
60min). Bei Behandlung des Transplantates mit dem S tat- 1 -Decoy-Oligonukleotid (Sequenz: C ATGTTATGC A - 
TATTCCTGTAAGTG) oder dem entsprechenden mutierten Decoy-Oligonukleotid (Sequenz: CATGTTATGC AGACC- 
GTAGTAAGTG), werden diese in Ringer-Losung gelost in die Arteria mesenterica infundiert (Volumen 3 ml, Endkon- 
zentration 10 Ymol/L) und erst unmittelbar vor der Anastomosierung mit Ringer-Losung ausgewaschen. is 



[0062] In Etherinhalationsnarkose wird das Abdomen in der Mittellinie eroffnet. Es werden die Aorta und Vena cava 
dargcstellt und simultan abgekleiruiit. Der GefaBanschluB erfolgt End-zu-Seit in fortlaufender Nahttechnik mittels eines 20 
8-0 Nylon fadens. Es werden das die Arteria mesenterica tragende Aortasegment an der infrarenale Aorta und die Pfort- 
ader an die infrarenale Vena cava anastomosiert. Nach Freigabe der Zirkulation wird das terminate Ileum des Spender- 
darmen ebenfalls End-zu-Seit an das terminale Ileum des Ernpfangerdarmes mittels eines 6-0 Nylonfadens angeschlos- 
sen. So wird der vom Spenderdann produziert Mukus in die normale Passage des Tieres abgeleitet. Das orale Ende des 
Spenderdarmes wird mittels Ligatur verschlossen und das Abdomen zweischichtig fortlaufend verschlossen. Postopera- 25 
tiv erhalten die Tiere zur Analgesie Temgesic in das Trinkwasser. 



[0063] Eine Beurteilung der Bedeutung der Leukozyten-Endothel-Interaktion fiir die Entzundungsreaktion ist nur 30 
durch intravitalmikroskopische Analysen moglich. Diese Methode ennoglicht eine Beobachtung des "Rollens und Ad- 
herierens" von Leukozyten am Endothel in vivo sowic cine quantitative Analyse mikrovaskularer Parameter (Perfusion 
des Gewebes, Funktionelle Kapillardichte und Blutfluss). 

[0064] Durchgefuhrt wird die Intravitalinikroskopie mit einem Axiotech Vario 100 Mikroskop von Zeiss (Gottingen), 
ausgestattet mit eincr HBO 100 Quecksilber-Lampe fur Epifluoreszenz-Messungen. Durch den Einsatz von lOx, 20x und 35 
40x (Wasser-Immersions) Objektiven werden Auflosungen von 243x, 476x und 933x erreicht. Die mikroskopischen Bil- 
der werden mit einer CCD Video-Kamera (CF 8/1, Kappa) aufgenommen und fur die spatere Auswertung auf einem Vi- 
deoband festgehalten. 

[0065] Sieben Tage nach Induktion der Colitis werden die Ratten in tiefer Diethylether-Narkose intravitalmikrosko- 
pisch untersucht. Um die Atmung zu erleichtern wird die Trachea kanuliert. Ein Polyurethan-Katheter wird zur perma- 40 
nenten Uberprufung des Blutdrucks und Vereinfachung der Applikation von Farbstoffen in die Arteria carotis gelegt. Die 
Korpertemperatur der 'Here wird durch eine beheizbare Platte konstant gehalten. Durch einen ventral- median angelegten 
Schnitt werden die Tiere eroffnet, das Colon descendens ausgelagert, antimesenterial ein kleiner Schnitt gesetzt und der 
Darm in einer speziellen Halterung zur Erleichterung des Mikroskopierens befestigt. Um ein Austrocknen des Gewebes 
zu verhindem, wird der Darm permanent mit Ringer-Losung benetzt. Durch die Injektion von 0,8 ml 0,5% FTTC- (Fluo- 45 
rescein-Isothiocyanat) gekoppeltem Dextran wird die intestinale Mikrozirkulation sichtbar gemacht. Um die Messungen 
statistisch abzusichern, werden mindestens zehn verschiedene Bereiche des entsprechenden Dannabschnittes untersucht. 
Quantifiziert werden die verschiedenen Parameter folgendermaBen: Der Perfusions-Index ergibt sich aus den perfundier- 
ten Mukosa-Arealen (in %) +0,5 x alter unregelmaBig perfundierten Mukosa-Areale (in %). Die funktionelle Kapillar- 
dichte wird durch eine Computerunterstutzte Image-Analyse (CAP-IMAGE Software, Zeintl, Heidelberg) ermittelt. Zur 50 
Untersuchung der Lcukozyten-Endothel-Interaktionen werden die Leukozyten durch die Injektion von 0,2 ml 0,1% Rho- 
darnine-6 G (Sigma, Heidelberg) markiert und postkapilare Venolen in der Submukosa mikroskopiert. Als adharente 
Leukozyten ("Sticker") werden Leukozyten dehniert, die in einem GefaBsegment von 100 um Lange mindestens 20 s am 
Endothel haften. Kalkuliert. werden Zahl der Sticker/mm 2 Endotheloberflache. Die Endotheloberflache ergibt sich aus 
der Oberflachenberechnung fiir einen Zylinder. 55 



[0066] Im Vergleich zu den syngenen Konlrolltieren ist z. B. die funktionelle Kapillardichte (ein MaB fiir die Perfusion 
der Submukosa) des Diinndarmtransplantats bei den altogen transplantierten Tieren 7 Tage nach dem operativen EingrifT 60 
auf 4% (von 815 ± 21 auf 32 ± 10 cm/cm 2 , n = 6) abgesunken, die das mit dem mutierten Decoy-Oligonukleotid behan- 
delte Organ empfangenen Tiere sind sogar verstorben (n = 2). Im Gegensatz dazu liegt die funktionelle Kapillardichte in 
den mit dem Stat- 1 -Decoy-Oligonukleotid behandelten Transplantaten zu diesem Zeitpunkt bei 48% der syngen trans- 
plantierten Organe (377 ± 63 cm/cm 2 , n = 2), d. h. die abstoBungsbedingte Verminderung der Darmperfusion und damit 
der Degeneration des Transplantates konnte um 50% reduzierl werden. Ein vergleichbares Ergebnis ergibt sich bei der 65 
FlieBgeschwindigkeit des Blutes in den Kapillaren. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Hecker, Markus 

5 

<120> Modulation der Transkription pro-inf lammatorischer 
Genprodukte 

10 

<130> HEC-002 

<140> xx 
15 <141> 2000-11-29 

<160> 26 

20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

25 <210> 1 

<211> 13 

<212> DNA 

30 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

35 <223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

40 <400> 1 

saaannnsaa ayy 

45 

<210> 2 
<211> 13 
<212> DNA 

50 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

55 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

60 

<400> 2 

yytttsnnnt tts 

65 
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<210> 3 
<211> 13 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 3 

caaaagcgaa acc 

<210> 4 
<211> 13 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 4 

ggtttcgctt ttg 

<210> 5 
<211> 13 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 5 

gaaaagcgaa acc 

<210> 6 
<211> 13 
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<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

5 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
10 Oligonukleotid 

<400> 6 

ggtttcgctt ttc 



20 



25 



30 



35 



<210> 7 
<211> 13 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 7 

caaaagtgaa acc 



<211> 13 
<212> DNA 
45 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

50 <223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

55 <4 00> 8 

ggtttcactt ttg 

60 

<210> 9 

<211> 13 

, e <212> DNA 
65 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : 
Oligonukleotid 

<400> 9 

gaaaagtgaa acc 

<210> 10 
<211> 13 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 10 
ggtttcactt ttc 

<210> 11 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 11 

cagaaaagtg aaaccctg 

<210> 12 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 
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5 



10 



15 



20 



25 



<400> 12 

cagggtttca cttttctg 18 



<210> 13 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 13 

cagtttcaaa ttgaaactg 19 



30 



35 



40 



<210> 14 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 



<400> 14 

4 5 cagtttcaat ttgaaactg 19 



50 <210> 15 

<211> 20 

<212> DNA 
55 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

60 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

, K <400> 15 
65 

caggaaaagt gaaaccgctg 20 
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<210> 16 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 16 

cagcggtttc acttttcctg 

<210> 17 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
01 igonukleotid 

<400> 17 

gcagtttcaa attgaaactg c 

<210> 18 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 18 

gcagtttcaa tttgaaactg c 
<210> 19 
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<211> 22 



<212> DNA 
5 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

1Q <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
01 igonukleotid 

<400> 19 

15 

ggaagcgaaa atgaaattga ct 



20 



25 



30 



35 



<210> 20 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 20 

agtcaatttc attttcgctt cc 



40 

<210> 21 

<211> 23 

45 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

50 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

55 

<400> 21 

ggcagtttca aattgaaact gcc 

60 

<210> 22 

„ <211> 23 
65 

<212> DNA 



<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : 
Oligonukleotid 

<400> 22 

ggcagtttca atttgaaact gcc 

<210> 23 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 23 

cgagtgatgg gcatgttggc 

<210> 24 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 24 

gattcggctg gtcgc 

<210> 25 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
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Oligonukleotid 
5 <400> 25 

taatccagat gagccc 16 

10 

<210> 26 
<211> 17 
15 <212> DNA 

<213> Kvinstliche Seqaenz 

20 <400> 26 

ggagcgattc ggctggt 17 



Patentanspruche 



25 



1. Ein Inhibitor der IRF-1- Expression und/oder -Aktivitat als therapeutische Substanz. 

2. Inhibitor nach Anspruch 1, wobei der Inhibitor ein doppelstrangiges DNA-Molekul ist und die IRF-1 -Aktivitat 
inhibiert. 

3. Inhibitor nach Anspruch 2 mit einer Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 bis 21. 

30 4. Inhibitor nach Anspruch 2 oder 3, wobei das doppelstrangige DNA-Molekiil modifizierte Internukleotidbindun- 

gen aufweist. 

5. Inhibitor nach Anspruch 1, wobei der Inhibitor ein Antisense-Oligonukleotid ist und die IRF-1 -Expression inhi- 
biert. 

6. Inhibitor nach Anspruch 5 mit einer Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 23 bis 26. 

35 7. Inhibitor nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Antisense-Oligonukleotid modifizierte Internukleotidbindungen 

aufweist. 

8. Verwendung eines Inhibitors der IRF-1 -Expression und/oder -Aktivitat zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Prevention oder Therapie von chronischen (Transplantat-Arteriosklcrose oder Vaskulopathie) oder akutcn Trans- 
plantatabstoBungen, chronisch redizivierenden Entziindungserkrankungen, insbesondere Asthma bronchiale, atopi- 

40 sche Dermatitis, Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, Psoriasis und Sarkoidose, sowie Autoimmunerkrankungen, insbe- 

sondere Diabetes mellitus, multiple Skierose, Kollagenosen (z. B. systemischer Lupus erythematodes), rheuma- 
toide Arthritis und Vaskulitiden. 

9. Ein Antisense-Oligonukleotid mit einer Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 23 bis 26. 

10. Antisense-Oligonukleotid nach Anspruch 9, wobei das Antisense-Oligonukleotid modifizierte Internukleotid- 
45 bindungen aufweist. 

1 1 . Ein doppelstrangiges DNA-Molekiil mit. der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 bis 21 . 

12. Doppelstrangiges DNA-Molekiil nach Anspruch 11, wobei das doppelstrangige DNA-Molekiil modifizierte In- 
ternukleotidbindungen aufweist. 



50 Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen 



55 



60 



65 
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